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1.1 La structure des prote´ines
1.1.1 Introduction
Les prote´ines sont des macromole´cules biologiques dont le roˆle est primordial dans tous les proces-
sus du vivant, de la machinerie cellulaire au maintien des parois cellulaires, ou a` la structure des
tissus osseux. La fonction d’une prote´ine est entie`rement de´pendante de sa structure tridimen-
sionnelle, qui peut eˆtre de´crite a` quatre niveaux de complexite´ et d’organisation : les structures
primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire. La structure tridimensionnelle d’une prote´ine, y
compris ses interactions avec diffe´rents partenaires tels que des petites mole´cules ou d’autres ma-
cromole´cules, peut eˆtre de´termine´e expe´rimentalement par cristallographie aux rayons X ou par
RMN. Cependant, meˆme si ces techniques ont connu des avance´es fondamentales, notamment
graˆce aux projets de ge´nomique structurale, cette de´termination reste de´licate voire impossible.
De plus, le nombre conside´rable de prote´ines connues, et la combinatoire de´coulant des inter-
actions entre elles, et avec d’autres mole´cules, rendent inenvisageable le recours syste´matique a`
l’expe´rimentation.
L’approche in silico, qui consiste a` pre´dire, et non plus a` de´terminer, la structure tridimen-
sionnelle des prote´ines et des complexes, peut permettre de re´pondre a` cette proble´matique. La
mode´lisation ab initio permet aujourd’hui de pre´dire, avec un succe`s de plus en plus grand, le
repliement d’une prote´ine isole´e a` partir de sa se´quence. D’autre part, les efforts d’une com-
munaute´ grandissante de chercheurs, communaute´ dans laquelle nous nous plac¸ons, portent
sur la pre´diction de la conformation des complexes macromole´culaires a` partir des structures,
de´termine´es expe´rimentalement ou pre´dites, des partenaires isole´s.
1.1.2 La structure primaire
Une prote´ine est un assemblage line´aire d’acides amine´s, appele´ se´quence primaire, ou chaˆıne
polypeptidique.
Un acide amine´ est compose´ d’un groupement NH2, un groupement carboxylique COOH et
d’une chaˆıne late´rale, relie´s par un atome de carbone appele´ carbone Cα. La liaison peptidique
re´sulte de la re´action entre la fonction carboxylique COOH d’un acide amine´ R1 avec la fonction
15
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NH2 d’un acide amine´ R2, qui libe`re secondairement une mole´cule d’eau (voir Figure 1.1).
Fig. 1.1 – Sche´ma de la liaison peptique forme´e entre un acide aspartique et une phe´nyalanine.
La nature de cette liaison impose par me´some´rie certaines contraintes spatiales : en particulier
le C et le O du groupement carboxyle du premier acide amine´, ainsi que le N et le Cα du second
re´sidu sont coplanaires (voir Figure 1.2).
Fig. 1.2 – Contraintes spatiales des liaisons peptidiques telle que de´crite par Linus Pauling [113].
Il existe 20 acides amine´s principaux, se diffe´renciant par leur chaˆıne late´rale. En fonction des
proprie´te´s physico-chimiques de ces chaˆınes late´rales, les acides amine´s peuvent eˆtre regroupe´s
en grands types : hydrophobes, aromatiques, polaires non charge´s, charge´s positivement, charge´s
ne´gativement, et petits acides amine´s (voir Figure 1.3).
Des modifications post-traductionnelles, c’est-a`-dire survenant apre`s l’assemblage des acides
16






























Fig. 1.3 – Regroupement des acides amine´s en fonction de leurs proprie´te´s physico-chimiques. Chaque
couleur repe´sente un groupe.
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amine´s par le ribosome a` partir de l’ARN messager, processus appele´ traduction, peuvent affec-
ter la se´quence primaire. Ainsi certaines parties de la chaˆıne prote´ique, telles que les se´quences
d’adressage, peuvent eˆtre clive´es. C’est essentiellement au niveau des chaˆınes late´rales que les
modifications sont observe´es. On peut par exemple citer la formation de ponts disulfures, la
glycosilation ou l’ace´tylation.
Expe´rimentalement, la de´termination de la structure primaire d’une prote´ine est le plus sou-
vent re´alise´e de manie`re indirecte par le se´quenc¸age des nucle´otides du ge`ne qui code pour cette
prote´ine, et de nombreuses techniques peuvent eˆtre utilise´es pour le se´quenc¸age a` haut de´bit.
Si la taille de ces prote´ines est infe´rieure a` 150 acides amine´s, il est possible d’utiliser la spec-
trome´trie de masse. Pour des longueurs de chaˆınes supe´rieures, elle peut eˆtre de´termine´e par
micro se´quenc¸age et digestion enzymatique ou chimique en tronc¸ons de longueur infe´rieure a` 30
acides amine´s.
1.1.3 La structure secondaire
La chaˆıne polypeptidique est capable de former des arrangements locaux pe´riodiques, appele´s
structures secondaires. Ces structures particulie`res sont stabilise´es par un ensemble de liaisons
hydroge`ne entre les acides amine´s proches dans la chaˆıne polypeptique. Les deux structures
secondaires les plus courantes furent de´couvertes par Linus Pauling et Robert Carey : L’he´lice α
et le feuillet plisse´ β (voir Figures 1.5 et 1.4). Ces deux organisations, outre le fait de maximiser
le nombre d’interactions non-covalentes entre re´sidus de la se´quence, minimisent e´galement les
geˆnes ste´riques et les re´pulsions e´lectrostatiques entre chaˆınes late´rales.
La structure he´lico¨ıdale est stabilise´e par des liaisons hydroge`nes entre les atomes implique´s dans
une liaison peptidique et ceux distants de seulement 3.5 re´sidus en moyenne, pre´sents en amont
et en aval dans la chaˆıne polypeptidique (voir Figure 1.4).
A` la diffe´rence de l’he´lice α, le squelette de chaque brin d’un feuillet β posse`de une conformation
plisse´e, stabilise´e e´galement par un ensemble de liaisons hydroge`nes, qui ne sont pas coline´aires
comme dans le cas d’une he´lice α, mais orthogonales a` la chaˆıne polypeptidique. Un brin β
n’est donc stable qu’associe´ a` au moins un autre brin β. Les brins de chaque feuillet peuvent
eˆtre oriente´s tous dans le meˆme sens, on parlera alors de feuillet paralle`le, ou bien positionne´s
alternativement dans un sens et dans l’autre, on parlera alors de feuillet anti-paralle`le (voir
Figure 1.5).
Dans une prote´ine, en moyenne 50% des acides amine´s sont implique´s dans l’un de ces deux
types de structures secondaires. Les autres acides amine´s forment des structures secondaires non
re´gulie`res telles que les coudes ou les boucles. L’organisation tridimensionnelle et l’agencement
de ces deux grands motifs structuraux ont conduit a` classer les prote´ines en cinq cate´gories :
– Tout-α
– Tout-β
– α/β (en alternance)
– α+ β (correspondant aux structures n’alternant pas de manie`re re´gulie`re mais contenant des
he´lices α et des feuilles β)
– Prote´ines compose´es de liaisons croise´es ou domaines de re´ticulation, ne posse´dant pas ou peu
d’e´le´ments de structure secondaire re´gulie`re
Il est possible de de´terminer expe´rimentalement la composition globale en structures secon-
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Fig. 1.4 – L’he´lice α telle que repre´sente´e dans l’article original de Linus Pauling [114].
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Fig. 1.5 – Brins β tels que repre´sente´s dans l’article original de Linus Pauling [114].
daires re´gulie`res d’une prote´ine en solution purifie´e par diffe´rentes me´thodes. On citera entre
autres le dichro¨ısme circulaire vibrationnel, la spectroscopie infra-rouge, ou encore l’analyse des
de´placements chimiques en RMN. Si ces me´thodes permettent d’e´valuer une composition globale
en motifs structuraux, seule la re´solution de la structure tridimensionnelle de la prote´ine permet
de de´terminer avec pre´cision la position dans la se´quence de ces diffe´rents motifs.
Un certain nombre de logiciels permet la pre´diction de ces motifs re´pe´te´s [44, 122]. L’expe´rience
CASP1 [13]) a permis de mettre en e´vidence que, dans plus de 75% des cas, ces pre´dictions e´taient
exactes. Ces logiciels ne s’appliquent cependant qu’aux prote´ines de petite taille (ge´ne´ralement
moins de 150 acides amine´s).
1.1.4 La structure tertiaire
La structure tertiaire de´crit le repliement dans l’espace des e´le´ments de structure secondaire
d’une chaˆıne polypeptidique unique. Dans les conditions physiologiques, ce repliement est unique,
spontane´ ou aide´ dans sa maturation par d’autres prote´ines : les chaperonnes.
Les interactions servant a` stabiliser la structure secondaire sont plus varie´es que celles qui sta-
bilisent la structure secondaire :
– Interactions covalentes par l’interme´diaire de ponts disulfures.
– Interactions non covalentes entre les re´sidus constitutifs du cœur de la prote´ine par l’in-
terme´diaire de liaisons hydroge`ne, e´lectrostatiques ou de Van der Walls.
– Interactions avec des mole´cules de solvant [121], ou avec d’autres ions ou cofacteurs (he`me,
flavine, FAD, . . .), notamment a` la surface.
Si les petites prote´ines (moins de 200 acides amine´s) se replient ge´ne´ralement autour d’un seul
cœur, les prote´ines de plus grande taille peuvent constituer plusieurs ensembles, que l’on appel-
lera alors domaines structuraux, relie´s par des espaceurs qui peuvent ou non eˆtre flexibles.
Deux me´thodes ont e´te´ particulie`rement exploite´es pour de´terminer la structure tridimension-
nelle des prote´ines : la spectroscopie par Re´sonance Magne´tique Nucle´aire (RMN) et la diffrac-
1CASP : Critical Assessment of Methods of Protein Structure Prediction.
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tion aux rayons X (cristallographie). Historiquement, la premie`re structure re´solue fut celle de
la myoglobine par Max Perutz and J.C Kendrew [70]. Depuis, de nombreuses structures ont pu
eˆtre de´termine´es et sont de´pose´es dans la Protein Data Bank [4, 5]. Cette banque contenait, au
22 septembre 2009, plus de 51 000 structures re´fe´rence´es, dont 46 100 ont e´te´ de´termine´es par
cristallographie, et 5 000 par RMN.
D’autres me´thodes a` basse re´solution, comme la microscopie e´lectronique ou le SAXS2, peuvent
e´galement eˆtre utilise´es, mais restent, a` l’heure actuelle, moins efficaces.
Ces me´thodes, bien que leurs performances aient e´te´ grandement ame´liore´es par l’essor des pro-
jets de ge´nomique structurale, restent sous la contrainte de conditions expe´rimentales restrictives.
De l’expression a` la purification des prote´ines, de leur concentration a` l’obtention d’un cristal
a` la re´solution et au phasage de ces structures, ce sont autant d’e´tapes synonymes de condi-
tions d’arreˆt pour un cristallographe. Les statistiques re´alise´es dans les projets de ge´nomique
structurale montrent que le taux de succe`s dans un temps raisonnable est d’environ 10%.
Quant a` la spectroscopie RMN, meˆme si la contrainte du cristal est supprime´e, elle ne peut eˆtre
applique´e que pour la de´termination de structures de prote´ines de petite taille, ge´ne´ralement
infe´rieure a` 300 re´sidus, et pour un e´chantillon prote´ique a` analyser pur a` plus de 95%.
De nombreuses me´thodes automatiques de pre´diction de la structure tertiaire des prote´ines ont
e´te´ de´veloppe´es.
Mode´lisation par homologie :
La mode´lisation par homologie exploite les structures pre´ce´demment re´solues. Elle repose sur
l’ide´e que deux se´quences prote´iques pre´sentant une similitude au niveau de leurs se´quences
(ide´alement un taux d’identite´ de se´quence supe´rieur a` 30%) adoptent des repliement similaires
[23, 124].
Bien que le mode`le ainsi obtenu ne soit pas exact, il rend compte des re´gions cle´s implique´es
dans la reconnaissance et l’interaction avec d’autres partenaires ou des re´sidus pre´sents dans le
site actif, et permet une connaissance relativement pre´cise du cœur de la prote´ine.
Mode´lisation par reconnaissance des repliements ou me´thodes d’enfilage (threa-
ding) :
Cette me´thode repose sur le fait que le repliement est mieux conserve´ par l’e´volution que la
se´quence. De ce fait, meˆme lorsque la comparaison des se´quences ne permet pas de de´tecter une
homologie, l’information tridimensionnelle, disponible pour l’une des prote´ine, peut permettre
de retrouver les liens e´volutifs. La me´thode consiste a` “enfiler” la se´quence a` mode´liser sur
une structure connue, puis a` estimer la compatibilite´ entre la se´quence et la structure. Cette
me´thode, relativement robuste, permet l’identification d’homologues distants au sein de familles
de prote´ines, voire l’identification d’une fonction meˆme lorsque le taux d’identite´ de se´quence
est relativement faible.
Mode´lisation ab initio
La mode´lisation ab initio vise a` pre´dire la structure d’une prote´ine sur la seule connaissance
de sa se´quence. De nombreux mode`les de calculs ont e´te´ de´veloppe´s, ge´ne´ralement base´s sur
l’optimisation et la minimisation d’une fonction d’e´nergie rendant compte de l’e´tat de la prote´ine.
La pre´diction de ces structures est extreˆmement gourmande en temps de calcul, mais les re´sultats
2SAXS : Small Angle X-ray Scattering.
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sont en constante ame´lioration comme l’atteste l’expe´rience CASP [25, 73, 105]. Initie´ en 1994,
ce test en aveugle permet d’e´valuer la performance des me´thodes de pre´diction. Un des re´sultats
d’une des sessions CASP est pre´sente´ sur la Figure 1.6.
Fig. 1.6 – Pre´dictions de structures obtenues a` l’aire du logiciel Rosetta [16] lors de la session CASP6
Image originale en couverture du journal PROTEINS : Structure, Function and Bioinformatics, volume
61 du 26 septembre 2005.
1.1.5 La structure quaternaire
Alors que certaines prote´ines sont constitue´es d’une chaˆıne polypeptidique unique, d’autres sont
fonctionnelles uniquement sous forme d’oligome`res, c’est-a`-dire l’assemblage de plusieurs chaˆınes
polypeptidiques, e´galement appele´es sous-unite´s. On parlera d’he´te´romultime`res ou d’homomul-
time`res lorsque ces sous-unite´s sont respectivement diffe´rentes ou identiques entre elles. La stabi-
lite´ de l’assemblage repose, comme celle de la structure tertiaire, sur un ensemble d’interactions
a` courte distance ge´ne´ralement non covalentes.
La structure quaternaire peut eˆtre obligatoire, c’est-a`-dire que les sous-unite´s constitutives ne
sont jamais trouve´es isole´es, cette structure quaternaire est alors appele´e multime`re biologique,
puisqu’elle repre´sente la forme active de la prote´ine. Certains assemblages sont, au contraire
transitoires, et les partenaires peuvent eˆtre trouve´s isole´s. La plupart des prote´ines e´tablissent
de telles interactions transitoires avec d’autre prote´ines ou avec des acides nucle´iques.
Plusieurs me´thodes pour de´tecter la pre´sence et la composition de ces assemblages ont e´te´ mises
au point, notamment le double hybride dans la levure [58], ou le TAP-tag [46] et la spectroscopie
de masse [55]. Ces me´thodes permettent de connaˆıtre les diffe´rents partenaires d’une prote´ine
avec un de´bit e´leve´, et d’obtenir ainsi une vue de l’interactome. Elles souffrent cependant d’un
manque de pre´cision relativement e´leve´.
L’agencement spatial des sous-unite´s peut eˆtre aborde´ par des me´thodes a` basse re´solution,
telles que la diffusion des rayons X ou des neutrons, ou encore la microscopie e´lectronique. Ces
me´thodes permettent de connaˆıtre la forme de l’enveloppe de l’assemblage, et, a` condition de
connaˆıtre la structure tridimensionnelle des partenaires isole´s, il est possible de reconstruire le
complexe a` l’inte´rieur de cette enveloppe.
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Dans le cas ou` les structures des partenaires isole´s sont connues, on peut e´galement acce´der a`
la structure de l’assemblage en de´terminant, en particulier par mutage´ne`se dirige´e, les acides
amine´s de chacun des partenaires qui participent a` l’interaction.
Enfin, de meˆme que les structures de prote´ines monome´riques, les structures tridimensionnelles
de complexes peuvent eˆtre de´termine´es expe´rimentalement par cristallographie ou par RMN.
L’utilisation de la cristallographie implique cependant une stabilite´ suffisante de l’assemblage,
ce qui exclut la majorite´ des complexes transitoires.
Historiquement, c’est en 1972 qu’a e´te´ re´alise´ le premier mode`le de complexe prote´ine-prote´ine
(trypsine, inhibiteur polypeptidique [9]). En 1978, le premier algorithme d’amarrage prote´ine-
prote´ine a e´te´ publie´ par Wodak et Janin [146]. Depuis, ce domaine de recherche a pris un essor
important, et diffe´rentes pistes on e´te´ explore´es.
Les diffe´rentes me´thodes d’amarrage traitent ge´ne´ralement le proble`me en deux e´tapes :
– une premie`re phase de ge´ne´ration de conformations (apple´es pauses ou pre´dicats) entre les
deux partenaires ;
– puis une seconde phase d’e´valuation via une fonction de score, qui permet d’extraire des
conformations proches de la structure biologique.
Ces me´thodes s’appliquent a` des prote´ines de roˆle et de localisation cellulaires extreˆmement
varie´s. Les diffe´rentes me´thodes d’amarrage seront pre´sente´es dans la section suivante.
1.2 Les complexes prote´ine-prote´ine
Les complexes prote´ine-prote´ine sont au cœur de la plupart des processus cellulaires. Par exemple,
les voies de signalisation cellulaire, qui permettent l’inte´gration des signaux extra-cellulaires et
la production d’une re´ponse biologique adapte´e, reposent en grande partie sur l’association entre
des prote´ine-kinases et leurs cibles.
D’autres me´canismes cellulaires essentiels, tels que la re´plication de l’ADN, la traduction ou le
transport cellulaire reposent e´galement sur la formation de complexes prote´iques. La de´tection et
la de´termination de l’organisation structurale de ces assemblages mole´culaires constituent donc
une e´tape majeure dans la compre´hension du me´canisme et de la re´gulation de ces phe´nome`nes.
1.2.1 Nature de l’interaction prote´ine-prote´ine
Comme e´voque´ pre´ce´demment, certaines interactions prote´ine-prote´ine sont obligatoires, a` sa-
voir que les protome`res constitutifs de ces complexes (les sous-unite´s) ne sont pas stables pris
inde´pendamment en solution, et leur fonction est inhe´rente a` leur association.
Le re´presseur Arc, implique´ dans la re´pression et la re´gulation de la transcription [11] est un
homodime`re obligatoire, c’est-a`-dire obligatoirement constitue´ de deux sous-unite´s identiques.
Les he´te´rodime`res, constitue´s de l’assemblage de deux sous-unite´s diffe´rentes peuvent e´galement
eˆtre obligatoires.
C’est le cas par exemple des facteurs induits par l’hypoxie (HIF), qui sont obligatoirement
constitue´s d’une sous-unite´ α et d’une sous-unite´ β, de tailles et de se´quences diffe´rentes.
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Au contraire, dans certains cas, les protome`res sont stables a` l’e´tat isole´, mais e´galement capables
d’interagir. Le complexe est alors qualifie´ de transitoire. Par exemple, les prote´ines G, implique´es
dans la transduction du signal dans la cellule, sont compose´es de trois sous-unite´s. Lorsque la
prote´ine G, en absence de signal, est associe´e a` un re´cepteur membranaire, les trois sous-unite´s
forment un complexe. Lorsqu’un ligand vient se lier au re´cepteur, l’une des sous-unite´s est
libe´re´e, et agit sur des effecteurs cellulaires, notamment l’adenylate cyclase (voir Figure 1.7).
L’association et la dissociation des diffe´rentes sous-unite´s sont tributaires d’une mole´cule de
GTP ou de GDP.
Ces complexes sont des “interrupteurs cellulaires” permettant l’activation de toute une cascade
de re´actions menant a` une re´ponse adapte´e au signal [109].
Fig. 1.7 – Interactions transitoires et cycle des prote´ines G. La liaison du re´cepteur a` son ligand pro-
voque la libe´ration du complexe Gα − Gβ − Gγ−GDP. Le GDP est e´change´ contre un GTP, et la sous-
unite´Gα−GTP se dissocie du reste du complexe. C’est ce sous-complexe qui va, a` son tour, aller activer
d’autres prote´ines dans la cellule, ce qui me`nera finalement a` la production par la cellule d’une re´ponse
biologique adapte´e.
1.2.2 De´tection expe´rimentale
De nombreuses me´thodes permettent la de´tection des complexes pre´sents dans la cellule, l’in-
teractome. On peut citer par exemple le phage-display [115] ou la co-immunopre´cipitation, qui
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permettent une de´tection ponctuelle des interactions entre partenaires prote´iques. Des me´thodes
permettant une analyse a` grande e´chelle de l’interactome ont e´te´ developpe´es, les deux princi-
pales e´tant le double hybride dans la levure [37] et le TAP-tag [63].
Le double-hybride en levure
Cette me´thode, tre`s utilise´e pour la de´tection de complexes a` grande e´chelle, permet la de´tection
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Fig. 1.8 – Principe de la me´thode de de´tection de complexes prote´iques par double-hybride dans la
levure. La prote´ine Gal4 est l’activateur naturel des diffe´rents ge`nes intervenant dans le me´tabolisme
du galactose. Elle agit en se fixant au niveau des UASG Upstream Activating Sequence GAL re´gulant
la transcription. Les deux prote´ines X et Y dont on veut tester l’interaction sont fusionne´es, l’une au
domaine de fixation Gal4 (DNA binding Domain), l’autre au domaine de Gal4 activant la transcription
(Activation Domain). Si une interaction entre X et Y existe, il se forme alors un activateur de transcription
DBD-X/Y-AD. Cet activateur peut se lier au niveau des se´quences UASG permettant la transcription d’un
ge`ne rapporteur par l’ARN polyme´rase II.
Cette me´thode pre´sente l’inconve´nient d’eˆtre relativement peu fiable, en effet les taux de faux
positifs (induction du ge`ne rapporteur alors que l’interaction n’existe pas) et de faux ne´gatifs
(interactions biologiques non de´tecte´es) sont relativement importants. Ces taux peuvent eˆtre
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re´duits en effectuant des de´tections comple´mentaires (inversion de la proie et de l’appaˆt no-
tamment), et en re´pe´tant les expe´riences. D’autre part, la phase d’analyse des re´sultats est
de´terminante, et des me´thodes diffe´rentes peuvent conduire a` des re´sultats tre`s diffe´rents [72].
Plusieurs recherches syste´matiques de complexes par double-hybride ont e´te´ mene´es sur la levure
[58, 139]. Le recouvrement entre ces diffe´rentes expe´riences est cependant relativement faible [58].
Le TAP-tag
Le principe du TAP-tag consiste a` produire une prote´ine appaˆt en fusion avec deux e´tiquettes de
purification, ge´ne´ralement la calmoduline et la prote´ine A. La purification sur colonne d’affinite´
permet de retenir la prote´ine appaˆt, qui est lie´e a` ses partenaires cellulaires. Le complexe est
ensuite e´lue´ (de´croche´ de la colonne d’affinite´), puis les composants sont se´pare´s et identifie´s par
spectroscopie de masse (voir Figure 1.9).
Fig. 1.9 – Principe de la me´thode de de´tection de complexes prote´iques par TAP-tag dans la levure.
Deux e´tudes mene´es sur la levure S. cerevisiae utilisant cette technique ont e´te´ mene´es [46, 55].
Ici encore, les recouvrements entre e´tudes mene´es a` l’aide de la meˆme me´thode, sont relativement
faibles. Le recouvrement avec les re´sultats obtenus en double-hybride sont encore plus faibles
[58].
Ainsi, les me´thodes expe´rimentales ne permettent d’acce´der qu’a` une petite partie de l’interac-
tome. En effet, les proble`mes techniques lie´s aux diffe´rentes me´thodes, et la faible dure´e de vie de
certains complexes, font que de nombreuses interactions e´chappent a` la de´tection expe´rimentale.
Ces e´tudes permettent cependant d’appre´hender la taille du proble`me : elles ont permis de




1.3.1 Principe et partitionnement du proble`me
Le proble`me de l’amarrage prote´ine-prote´ine peut eˆtre formule´ de la manie`re suivante : conside´rant
deux partenaires prote´iques dont la structure tridimensionnelle est connue, quelle est la meilleure
conformation pour l’assemblage de ces deux partenaires ? Conside´rant cette conforma-













Fig. 1.10 – Le proble`me de l’amarrage : Comment associer les partenaires A et B ensemble ? Les
conformations putatives sont-elles suceptibles d’exister in vivo?
Les diffe´rentes proce´dures d’amarrage traitent ge´ne´ralement le proble`me en deux e´tapes : une
premie`re phase de ge´ne´ration, au cours de laquelle un grand nombre de conformations sont
ge´ne´re´es, puis une seconde phase au cours de laquelle ces diffe´rentes conformations sont e´value´es
afin d’extraire un petit nombre de conformations vraisemblables.
La ge´ne´ration des conformations candidates se fait ge´ne´ralement en “corps rigide”, c’est-a`-dire
qu’aucune de´formation n’est applique´e aux partenaires. La me´thode consiste alors a` e´chantilloner
les diffe´rentes orientations possibles d’un partenaire par rapport a` l’autre. Dans les proce´dures
utilisant un syste`me de grille, et une transforme´e de Fourier rapide, un e´chantillonage satisfaisant
de l’espace des solutions conduit a` ge´ne´rer environ 109 modes d’associations possibles pour des
prote´ines de taille moyenne [24], dont seulement quelques dizaines sont proches de la structure
biologique (la structure native). Cette e´tape est donc ge´ne´ralement tre`s gourmande en temps de
calcul, mais re´duire la finesse de l’e´chantillonage re´duit e´galement la pre´cision.
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Il faut ensuite disposer de fonctions d’e´valuation puissantes, permettant de retrouver ces confor-
mations “presque-natives” parmi les conformations “non-natives”.
Enfin, il faut noter que de nombreux re´arrangements, essentiellement au niveau des chaˆınes
late´rales ont lieu au moment de la complexation. Il arrive, plus rarement que le squelette de l’un
des partenaires, voire des deux, subisse des modifications.
Si les me´thodes d’amarrage s’accommodent relativement bien des premiers, les modifications de
squelettes ne sont, a` l’heure actuelle, pas prises en compte. La structure d’un partenaire, lorsqu’il
est isole´, sera appele´e “non-lie´e” (unbound), et sa structure dans le complexe “lie´e” (bound).
Si la grande majorite´ des me´thodes donnent de tre`s bon re´sultats sur l’amarrage de deux
prote´ines dans leur forme lie´e, notamment graˆce a` une comple´mentarite´ ge´ome´trique parfaite
des deux partenaires, le proble`me de l’amarrage de deux prote´ines connues sous leur forme non-
lie´e est beaucoup plus complexe. Cependant, dans l’optique d’une utilisation pre´dictive de ces
me´thodes, c’est bien sur le proble`me non-lie´ qui doit eˆtre re´solu.
1.3.2 Les algorithmes
Le premier algorithme, fut mis au point par Shoshana Wodak et Joe¨l Janin, d’apre`s les travaux de
Cyrus Levinthal [64, 146]. La phase d’exploration consiste a` e´chantilloner les six degre´s de liberte´
(5 rotations et une translation) d’une mole´cule par rapport a` l’autre. Les conformations dans
lesquelles les deux partenaires sont en contact sont e´value´es suivant leur surface d’interaction
approche´e selon le mode`le propose´ par Levitt [80]. Cette fonction de score simple fut par la suite
remplace´e en 1991 par une fonction de minimisation d’e´nergie plus performante [144]. D’autres
me´thodes sont par la suite apparues :
– Me´thodes base´es sur la description de points critiques de´finis comme “trous et bosses” (knobes
and holes) [24, 78, 149]. Ces algorithmes utilisent tous la comple´mentarite´ de forme comme
de´terminant de la validite´ du complexe ge´ne´re´ (les solutions se´lectionne´es correspondant a`
celles e´tablissant une concordance entre ces points critiques). Elles ont e´te´ ame´liore´es par la
suite, notamment en simplifiant la surface par l’application d’une grille [144] et par utilisation
la transformation de Fourier rapide.
– Des me´thodes de hachage ge´ome´trique ont permis d’e´tendre l’e´tude des me´thodes de knobs
and holes au mode`le tel que l’avaient pre´de´fini Landam et Wolfson en 1988 [75]. Cette premie`re
version ne prenait en compte dans l’e´valuation, que la comple´mentarite´ ge´ome´trique des deux
partenaires. En 1993, les proprie´te´s physico-chimiques des acides amine´s en contact au niveau
de l’interface ont e´te´ ajoute´es. Ce mode`le, extreˆmement efficace pour l’amarrage de prote´ines
sous forme lie´e reste cependant tre`s sensible aux faibles variations de surface [40, 89]. Cette
me´thode fut ame´liore´e par la suite graˆce notamment a` l’expe´rience CAPRI [39, 57, 110, 111,
112, 123, 125, 148].
Me´thodes utilisant la transforme´e de Fourier rapide
Les me´thodes utilisant la transforme´e de Fourier rapide [65] sont de loin les plus utilise´es [2,
18, 21, 22, 69, 76, 103, 130, 145]. Le principe est d’appliquer une grille tridimensionnelle sur la
prote´ine. A` chaque point de la grille, on attribue alors un poids :
– ne´gatif et e´leve´, si le point se situe a` l’inte´rieur de l’un des partenaires prote´iques.
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– nul si le point est a` l’exte´rieur.
– e´gal a` 1 s’il est proche de la surface.
Les diffe´rentes conformations de l’assemblage de deux prote´ines A et B peuvent alors eˆtre
e´value´es en effectuant, a` chaque point de la grille, le produit entre les valeurs attribue´es a`
ce point avec A et avec B. Ainsi, si les prote´ines ne sont pas en contact, le produit sera nul en
tout point, puisque la valeur sera toujours nulle pour au moins l’un des partenaires. Si les deux
prote´ines se chevauchent, le produit total sera tre`s e´leve´, puisque certains points se trouvent a`
la fois a` l’inte´rieur de A et a` l’inte´rieur de B. Enfin, si les deux prote´ines sont en contact, sans
s’inter-pe´ne´trer, le produit sera positif et peu e´leve´.
Ce principe a ensuite e´te´ e´tendu en incluant, dans les poids, des parame`tres physico-chimiques,
permettant par exemple de rendre compte d’interactions favorables entre les deux partenaires
[3, 20, 93]. Dans certaines me´thodes, des parame`tres biologiques ont e´galement e´te´ utilise´s dans
les poids, notamment pour rendre compte de la probabilite´ d’un acide amine´ de se trouver a`
l’interface, base´es par exemple sur des expe´riences de mutagene`se dirige´e.
HADDOCK
HADDOCK (High Ambiguity Driven DOCKing, [29]) est la me´thode mise au point par
Alexandre Bonvin et collaborateurs, et fait partie des me´thodes d’amarrage les plus efficaces.
Cette me´thode a la particularite´ de prendre en compte les donne´es biologiques disponibles, en
particulier les re´sultats de mutagene`se dirige´e. En RMN, les “contraintes ambigu¨es” sont cou-
ramment utilise´es au cours de la reconstruction des structures pour de´signer des interactions dont
les partenaires ne sont pas connus avec certitude. Les programmes utilise´s en RMN permettent
alors de chercher, parmi les re´alisations possibles de ces contraintes, celles qui en satisfont le
plus grand nombre.
Les auteurs de la me´thode ont ainsi utilise´ les contraintes ambigu¨es pour “coder” le fait que cer-
tains acides amine´s sur chacun des partenaires sont suceptibles de participer a` l’interaction, puis
ont utilise´ les me´thodes de traitement des donne´es RMN pour rapprocher les deux partenaires
de manie`re a` satisfaire un maximum de ces contraintes.
Rosetta-Dock
La me´thode Rosetta-Dock est e´galement une me´thode tre`s performante [28, 53, 126]. De
meˆme que l’amarrage prote´ine-prote´ine, la mode´lisation ab initio de la structure d’une prote´ine
requiert l’e´valuation d’un grand nombre de conformations. En particulier, la me´thode Rosetta,
mise au point par Baker et collaborateurs [126] permet de construire, pour des prote´ines allant
jusqu’a` 150 acides amine´s, des mode`les ayant moins de 5 A˚ de RMSD3 avec la structure native.
Le principe de Rosetta-Dock est la mode´lisation des forces physiques sur des structures a`
haute re´solution par des potentiels de champs moyens.
Un grand nombre de structures ale´atoires sont ge´ne´re´es en utilisant des potentiels a` basse
re´solution. Les meilleures sont se´lectionne´es, puis affine´es graˆce aux potentiels a` haute re´solution.
Cette proce´dure a e´te´ adapte´e avec succe`s a` l’amarrage prote´ine-prote´ine.
3RMSD : Root Mean Square Deviation
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1.3.3 CAPRI : une expe´rience a` ne pas manquer
L’un des points critiques dans toute me´thode de pre´diction est la possibilite´ de la tester en
aveugle. Ceci a e´te´ rendu possible, pour les algorithmes d’amarrage prote´ine-prote´ine, graˆce a`
la mise en place de l’expe´rience CAPRI4 [59, 60, 61, 62, 147].
Cre´e´e en 2001 par Joe¨l Janin, Shoshanna Wodak, John Moult, Lynn Ten Eyck et Michael Stern-
berg, cette expe´rience a permis d’estimer la pre´cision et la performance des diffe´rents algorithmes
d’amarrage prote´ine-prote´ine existants par un test en aveugle [129]. Des cristallographes ayant
de´termine´ la structure tridimensionnelle d’un complexe transmettent les coordonne´es aux orga-
nisateurs avant la publication. Chaque participant est invite´ a` pre´dire la structure de ce complexe
a` partir des structures tridimensionnelles des partenaires. Dix solutions peuvent eˆtre propose´es
par chaque participant et pour chaque complexe. Les pre´dictions sont alors compare´es a` la struc-
ture du complexe natif suivant un certain nombre de crite`res. L’ensemble de ces pre´dictions est
re´alise´ sans connaissance de la re´ponse, et la structure du complexe obtenue expe´rimentalement
n’est de´voile´e aux participants qu’a` l’issue des soumissions voire de la publication de celle-ci.
Cette expe´rience, en presque 10 ans d’existence, a permis de re´unir pas moins de 70 laboratoires
participants pour la pre´diction de 42 complexes.
Outre les me´thodes pre´ce´demment cite´es, de nombreuses autres ont e´te´ utilise´es : les algorithmes
ge´ne´tiques [39, 57, 110, 111, 112, 123, 125, 148], les harmoniques sphe´riques [120, 94], la dyna-
mique mole´culaire [17, 71, 133] ainsi que de nombreuses me´thodes de minimisation d’e´nergie
[53, 126] ou d’inte´gration de contraintes biologiques [29, 100, 140]. Si les conformations candi-
dates, ge´ne´re´es par les diffe´rents algorithmes de comple´mentarite´ de formes, sont relativement
proches de la solution native [96], l’extraction de ces conformations, a` savoir le tri de ces confor-
mations putatives par la fonction de score, reste a` ame´liorer.
Cette dernie`re constatation a amene´ les organisateurs de CAPRI a` inclure, a` partir de 2005
[79], une expe´rience supple´mentaire d’e´valuation des conformations candidates. Cette phase de
“scoring” est re´alise´e a` la suite de la phase de pre´diction originale de CAPRI. Les “pre´dicteurs”
sont invite´s a` soumettre 100 conformations candidates pour chaque cible, les “scoreurs” cherchent
a` extraire, de cet ensemble, les 10 conformations les plus proches de la conformation native.
L’analyse globale des re´sultats [104] montre que les me´thodes les plus performantes permettent
d’obtenir une solution, au moins acceptable, parmi les 10 conformations soumises a` l’e´valuation
dans 60% des cas. Ces performances, bien qu’elles repre´sentent un progre`s gigantesque par
rapport a` celles obtenues il y a seulement 10 ans, sont cependant encore tre`s insuffisantes pour
que l’amarrage devienne un outil dans les e´tudes biologiques.
De plus, les performances sont nettement infe´rieures lorsqu’on ne regarde que les cibles pour
lesquelles les deux partenaires e´taient donne´s sous forme non-lie´e.
Enfin, les me´thodes les plus performantes sont extreˆmement consommatrices en temps de calcul,
ce qui exclut toute utilisation a` grande e´chelle.
4CAPRI : Critical Assessement of PRediction of Interactions
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1.4 Le diagramme de Vorono¨ı et les constructions de´rive´es
1.4.1 Un peu de ge´ome´trie...
Le diagramme de Vorono¨ı est une de´composition particulie`re de l’espace en un sous-ensemble dis-
cret de points, qui doit son nom au mathe´maticien franco-russe Georgi Fedoseevich Vorono¨ı qui
ge´ne´ralisa la tessellation au cas a` n dimensions en 1908 [142].
La tessellation de Vorono¨ı d’un ensemble de points (ou nœuds) est un pavage de l’espace en
re´gions qui peuvent eˆtre vues comme les zones d’influence de chacun des nœuds, re´gions appele´es
“cellules” ou polye`dres de Vorono¨ı. Un point de l’espace appartient donc soit a` une cellule, soit a`
une face commune entre des cellules. D’autre part, dans le cas d’un ensemble de points re´guliers
(et c’est le cas pour les prote´ines), ce diagramme est unique.
La triangulation de Delaunay est la construction la plus directement de´duite de la tessellation
de Vorono¨ı. Elle est obtenue en reliant les nœuds dont les cellules partagent une face. Chaque
tessellation de Vorono¨ı correspond a` une et une seule triangulation de Delaunay, et les deux
constructions sont duales l’une de l’autre.
Les domaines dans lesquels le diagramme de Vorono¨ı est utilise´ sont nombreux, et particulie`rement
ceux visant a` partitionner l’espace en zones d’influence. En me´te´orologie, initialement par A.H.
Thiessen, pour analyser les donne´es de distributions spatiales, en plane´tologie pour le partition-
nement des populations d’e´toiles, mais aussi en physiologie pour l’analyse de la re´partition des
capillaires dans les muscles ou encore en cance´rologie dans le diagnostique des cellules tumorales
ainsi qu’en robotique dans le calcul de trajectoire mobile, et beaucoup d’autres encore.
Dans le cadre de l’analyse structurale des prote´ines, la tessellation de Vorono¨ı a e´te´ utilise´e, la
premie`re fois par Richards en 1974 pour e´valuer dans les prote´ines globulaires les volumes des
atomes, assimile´s dans le cadre de cette e´tude au volume des polye`dres de Vorono¨ı [77]. Dans
cette premie`re publication, Richards a identifie´, et partiellement re´solu, deux points particuliers.
Le premier est que les atomes de la surface ont peu de voisins, leurs cellules ont des volumes qui
sont tre`s grands, voire infinis, et donc peu repre´sentatifs de leurs proprie´te´s. Par ailleurs tous
les atomes, qui sont les nœuds des cellules de Vorono¨ı, sont e´quivalents entre eux, la` encore peu
repre´sentatifs de leur taille.
En ce qui concerne le premier point, Richards a propose´ une premie`re solution qui consistait
a` placer des mole´cules d’eau sur un re´seau cubique autour de la prote´ine, puis a` relaxer leurs
positions. Cette me´thode a ulte´rieurement e´te´ ame´liore´e par Gerstein et al. [136, 137]. D’autres
solutions ont e´te´ propose´es, consistant a` ne conside´rer que les atomes dont les cellules ont des
volumes “raisonnables” [117], ou bien a` placer les mole´cules d’eau en utilisant la dynamique
mole´culaire [19], ou enfin, plus re´cemment, en utilisant une repre´sentation en union de sphe`res
[95]. Certains auteurs utilisent un me´lange de diagrammes de puissance et la repre´sentation en
union de sphe`res, la cellule d’un atome e´tant alors l’intersection de sa cellule et de sa sphe`re de
Van der Walls.
Pour re´pondre au proble`me des diffe´rences de tailles entre les atomes, Richards a propose´ d’in-
troduire des poids dans la construction de Vorono¨ı (voir Figure 1.11). Cette me´thode, connue
sous le nom de “me´thode B de Richards” a e´te´ tre`s largement utilise´e. Cette me´thode manque
cependant de rigueur d’un point de vue mathe´matique, et la construction n’est plus un pavage
de l’espace. Ainsi, des volumes sont perdus, parce que les plans ne se coupent plus en un point.
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Richards a cependant de´montre´ que ce volume perdu est tre`s petit par rapport au volume des
atomes. Cette approche a par la suite e´te´ affine´e par Gellatly et Finney [47] qui ont de´fini de
manie`re rigoureuse une construction de Vorono¨ı ponde´re´e dans laquelle des plans radicaux rem-
placent les plans me´diateurs. Le diagramme qui en re´sulte est appele´ diagramme de Laguerre
ou diagramme de puissance (voir Figure 1.11). Dans cette construction il n’y a cependant pas
de proportionnalite´ directe entre les poids attribue´s a` chaque nœud et les distances aux plans
radicaux. De ce fait, le choix des poids est assez de´licat, et l’interpre´tation plus difficile. Goede
et al. [50] ont propose´ un autre type de diagramme de Vorono¨ı ponde´re´, dans lequel les poids
attribue´s aux atomes et les distances aux surfaces se´paratrices sont relie´s de manie`re line´aire.




Diagramme de Voronoï                                  Triangulation de Delaunay
Méthode B de Richards
zone non attribuée
Décomposition en polyèdres de Laguerre                                    Union de sphères
α-Complexe Diagramme de Voronoï pondéré
Fig. 1.11 – Rappel des diffe´rentes tessellations.
Une analyse formelle de ces applications a e´te´ re´alise´e par Edelsbrunner et ses collaborateurs
[33, 34, 35, 84, 85]. Ces auteurs ont par la suite formalise´ la notion d’α-shape (voir Figure 1.11).
L’α-shape est constitue´e des areˆtes de la triangulation de Delaunay qui sont contenues dans le
volume de´fini par l’union de sphe`re. Cette me´thode est particulie`rement bien adapte´e a` l’e´tude
des trous et cavite´s ainsi que la dynamique mole´culaire [12, 15, 26, 107, 108, 86].
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1.4.2 Analyse de la structure des prote´ines
Calcul de volumes
La premie`re application, et probablement la plus utilise´e, des constructions de Vorono¨ı a` l’e´tude
de la structure des prote´ines a e´te´ le calcul des volumes atomiques. Les volumes atomiques jouent
un roˆle fondamental dans de nombreux phe´nome`nes qui inte´ressent la structure des prote´ines :
l’empilement, le repliement et la dynamique en particulier. Cependant, de´finir et calculer le
volume d’un acide amine´ est un proble`me complexe. Le volume de la cellule de Vorono¨ı d’un
acide amine´ peut eˆtre conside´re´ comme le volume disponible pour cet atome, et est ge´ne´ralement
infe´rieur a` son volume de Van der Waals.
Richards [77] a e´te´ le premier a` calculer les volumes atomiques en utilisant un diagramme de
Vorono¨ı. Son estimation a e´te´ de nombreuses fois revisite´e [136, 137, 19, 95, 38, 116, 135, 41],
et des volumes de re´fe´rence ont e´te´ propose´s pour les groupements chimiques les plus souvent
rencontre´s dans les prote´ines [116, 135]. Deux groupes, Pontius et al. et Tsai et al. [116, 135,
138, 136], ont discute´ les effets des diffe´rents parame`tres sur les volumes calcule´s. Ils ont en
particulier montre´ que :
– Le type de construction utilise´ a une grande influence. En particulier, les constructions non-
ponde´re´es ont tendance a` surestimer les volumes des petits atomes, et a` sous-estimer ceux des
gros atomes.
– Les me´thodes ponde´re´es sont tre`s sensibles aux poids attribue´s aux atomes.
– Le jeu d’atomes utilise´ dans le calcul est tre`s important, en particulier les re´sultats sont
nettement diffe´rents selon que des atomes partiellement expose´s au solvant sont ou non utilise´s.
– Les structures de faible re´solution donnent des volumes plus grands, et la dispersion des
volumes est une bonne mesure de la qualite´ des structures obtenues par cristallographie ou
par RMN [116].
La premie`re mesure des volumes des acides amine´ a e´te´ re´alise´e en sommant les volumes des
atomes qui composent l’acide amine´. Une solution alternative consiste a` re´duire l’acide amine´
a` un point, puis a` construire une cellule de Vorono¨ı pour chaque acide amine´. Soyer et al.
[131] et notre groupe [6, 7] avons utilise´ les centres ge´ome´triques des chaˆınes late´rales comme
nœuds pour la construction d’un diagramme de Vorono¨ı classique. Comme attendu, les volumes
calcule´s de cette manie`re sont surestime´s pour les petits acides amine´s et sous-estime´s pour les
gros acides amine´s. Cependant, les volumes calcule´s par cette me´thode pre´sentent un cœfficient
de corre´lation de 0,93 avec les volumes calcule´s par Pontius et al. [116].
Densite´ et empilement
La de´termination des volumes atomiques donne une estimation de la densite´ a` l’inte´rieur de la
prote´ine, et re´pond a` la question de savoir si la densite´ a` l’inte´rieur d’une prote´ine est homoge`ne.
De manie`re remarquable, toutes ces e´tudes concluent que la densite´ moyenne des atomes a`
l’inte´rieur d’une prote´ine est aussi e´leve´e que dans les cristaux de petites mole´cules [48, 54, 49].
Soyer et al. [131] ont utilise´ un diagramme construit a` partir des centres ge´ome´triques des chaˆınes
late´rales, et analyse´ les re´sultats en termes de nombre de faces des polye`dres et de nombre de
sommets par face. Le nombre de faces est e´galement le nombre de voisins, le nombre de sommets
donnant une estimation de la syme´trie autour des areˆtes. Les auteurs obtiennent des valeurs
tre`s proches de celles qui caracte´risent les empilement ale´atoires denses de sphe`res dures dans
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